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　　【摘要】　目的　通过克隆肠道病毒７１型结构前体蛋白Ｐ１和非结构蛋白３ＣＤ，构建共表达Ｐ１前体蛋白和非结

构蛋白３ＣＤ的真核双基因表达载体。方法　设计合成脑心肌炎病毒（ＥＭＣＶ）ＩＲＥＳ序列的特异性引物，克隆至真

核表达载体ｐｃＤＮＡ３．０上，命名为ｐｃＩＲＥＳ。从手足口病重症患者分离ＥＶ７１病毒株，经逆转录聚合酶链式反应

（ＲＴＰＣＲ）技术分别扩增出ＥＶ７１病毒的Ｐ１前体蛋白区与３ＣＤ区的片段，并将其定向克隆至真核表达载体ｐｃ

ＩＲＥＳ载体中ＩＲＥＳ序列的上游和下游，随后转化到大肠埃希菌ＤＨ５α中，最后经ＰＣＲ和双酶切鉴定转化菌落。结

果　通过重组质粒ｐＩＲＥＳＰ１３ＣＤ进行酶切和ＤＮＡ序列分析，重组真核双基因表达载体ｐＩＲＥＳＰ１３ＣＤ构建成

功。结论　成功构建共表达ＥＶ７１病毒Ｐ１前体蛋白和非结构蛋白３ＣＤ真核双基因表达载体，这将为下一步制备

基于ＤＮＡ载体的ＥＶ７１病毒的类病毒颗粒疫苗打下基础。
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　　肠道病毒７１型（ＥＶ７１）是引起儿童手足口病的重要病原

体。ＥＶ７１是嗜神经性病毒，容易导致严重的神经系统相关并

发症，如无菌性脑膜炎、脑干脑炎、急性迟缓性麻痹等，甚至引

起患儿死亡［１］。近年来，在世界多个国家和地区报道了ＥＶ７１

的暴发。同其他病毒性疾病的防治一样，ＥＶ７１的防治也主要

以免疫预防为主，但目前尚无有效的疫苗可以使用［２３］。ＥＶ７１

属于小ＲＮＡ病毒科，基因组编码２１９４个氨基酸的多聚蛋白，

可进一步水解为Ｐ１～Ｐ３３个前体蛋白，Ｐ１前体蛋白编码ＶＰ１

～ＶＰ４４个病毒外壳蛋白，Ｐ２和Ｐ３前体蛋白编码２Ａ、２Ｂ、２Ｃ、

３Ａ、ＶＰｇ、３Ｃ、３Ｄ等７个非结构蛋白
［４］。其中，Ｐ１前体蛋白可

以被非结构蛋白３ＣＤ切割为 ＶＰ１～ＶＰ４蛋白，并进而自组装

为病毒颗粒［５６］。本研究将利用 ＥＶ７１这一特性构建基于

ＤＮＡ载体的ＥＶ７１类病毒颗粒疫苗，现将该真核双基因表达

载体构建的过程报道如下。

１　材料与方法

１．１　材料　ＥＶ７１病毒株为本实验室２００６年从１名２岁男患

儿体内分离，临床诊断为重症手足口病。真核表达载体ｐｃＤ

ＮＡ３．０、ｐＩＲＥＳＤｓＲｅｄ也为本实验室保存。大肠埃希菌ＤＨ５α

购自 ＴａＫａＲａ公司，Ｔ４ＤＮＡ 连接酶购自 ＮＥＢ公司，病毒

ＲＮＡ抽提试剂盒用ＲｏｃｈｅＨｉｇｈＰｕｒｅｖｉｒａｌＲＮＡ试剂盒，ＲＮＡ

扩增用ＴａＫａＲａｏｎｅｓｔｅｐＲＮＡＰＣＲ试剂盒，ＡＭＶ逆转录酶、

Ｔａｑ酶购自 ＴａＫａＲａ公司。限制性内切酶 ＥｃｏＲⅠ、ＳｐｅⅠ、

ＸｂａⅠ、ＮｏｔⅠ、ＡｆｌⅡ、ＰｍｅⅠ购自ＮＥＢ公司。

１．２　方法

１．２．１　病毒总ＲＮＡ提取　抽取本实验室保存的２００６年从

重症手足口病患儿体内分离的ＥＶ７１病毒株，按照ＲＮＡ提取

试剂盒手册提取病毒总ＲＮＡ，置于－８０℃保存。

１．２．２　ＥＭＣＶ病毒ＩＲＥＳ片段克隆及质粒ｐｃＩＲＥＳ的构建　

以本实验室保存的ｐＩＲＥＳＤｓＲｅｄ为模板，扩增脑心肌炎病毒

（ＥＭＣＶ）的ＩＲＥＳ片段，聚合酶链式反应（ＰＣＲ）引物分别是上

游：５′ＧＧＧＧＡＡＴＴＣＧＴＴＴＡＡＡＣＧＧＴＡＣＴＴＡＡＧＧＣＣ

ＣＣＴＣＴＣＣＣＴＣＣＣＣＣＣＧ３′（划线处为ＥｃｏＲＩ酶切位点），

下游：ＧＧＧＧＡＴＡＴＣＴＧＴＧＧＣＣＡＴＡＴＴＡＴＣＡＴＣＧＴＧ

ＴＴＴＴＴＣ（划线处为ＥｃｏＲⅤ酶切位点），引物由大连ＴａＫａＲａ

生物公司合成。反应条件为９４℃２ｍｉｎ，９４℃３０ｓ，５５℃

３０ｓ，７２℃５０ｓ，共３１个循环；７２℃１０ｍｉｎ，用１２ｇ／Ｌ琼脂糖

凝胶电泳分离ＰＣＲ扩增产物，按试剂盒说明书回收目的基因

片段。回收的ＰＣＲ产物与质粒ｐｃＤＮＡ３．０，分别经ＥｃｏＲⅠ和
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ＥｃｏＲⅤ双酶切后，用ＤＮＡ纯化试剂盒回收酶切产物。酶切

后的ＰＣＲ扩增ＤＮＡ片段和ｐｃＤＮＡ３．０按分子比３∶１进行连

接反应。以连接产物转化感受态大肠埃希菌，抽提质粒，经

ＥｃｏＲⅠ和ＥｃｏＲⅤ双酶切及ＰＣＲ扩增鉴定。质粒ｐｃＤＮＡ３

ＩＲＥＳ（简称ｐｃＩＲＥＳ）序列由上海生物工程有限公司测定。

１．２．３　ＥＶ７１３ＣＤ基因克隆及质粒ｐｃＩＲＥＳ３ＣＤ的构建　提

取ＥＶ７１病毒总ＲＮＡ，根据ＧｅｎＢａｎｋ中ＥＶ７１ＳＨＥＮＺＨＥＮ０３

株序列设计与合成一对寡聚核苷酸引物，同时根据克隆所需在

每条引物的５′端引入相应的限制性内切酶识别序列及保护碱

基，３ＣＤ上游序列为：ＧＧＧＧＣＧＧＣＣＧＣＡＴＧＧＧＣＣＣＧＡ

ＧＣＣＴＴＧＡＴＴＴＴＧＣ（划线处为 ＮｏｔＩ酶切位点），３ＣＤ下

游：ＧＧＧＴＣＴＡＧＡＴＴＡＡＡＡＴＡＡＣＴＣＧＡＧＣＣＡＡＴＴ

ＧＣＧＴＣ（划线处为ＸｂａＩ酶切位点），由大连ＴａＫａＲａ生物公

司合成，利用一步法逆转录ＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ）试剂盒扩增ＥＶ７１

３ＣＤ片段（大连 ＴａＫａＲａ公司）。反应条件为５０℃３０ｍｉｎ，

９４℃３ｍｉｎ，９４℃３０ｓ，５２℃３０ｓ，７２℃５ｍｉｎ，１０ｇ／Ｌ琼脂

糖凝胶电泳分离并回收ＰＣＲ扩增的目的基因片段，胶回收

ＰＣＲ产物与载体ｐｃＩＲＥＳ质粒分别用ＮｏｔⅠ及ＸｂａⅠ双酶切，

酶切产物按分子比３∶１进行连接反应。以连接产物转化感受

态大肠埃希菌并抽提质粒，以及双酶切及测序鉴定。

１．２．４　ＥＶ７１前体蛋白Ｐ１基因克隆及质粒ｐｃＩＲＥＳＰ１３ＣＤ

的构建　以提取的ＥＶ７１总 ＲＮＡ为模板，利用大连 ＴａＫａＲａ

生物公司的一步法ＲＴＰＣＲ试剂盒扩增ＥＶ７１的前体蛋白Ｐ１

基因（ｖｐ１ｖｐ４）片段，ＲＴＰＣＲ引物分别是上游：５′ＧＧＧＧＴＴ

ＴＡＡＡＣＧＣＣＡＣＣＡＴＧＧＧＴＴＣＧＣＡＧＧＴＣＴＣＴＡＣＡＣ

３′（划线处为ｐｍｅⅠ酶切位点），下游：５′ＧＧＧＣＴＴＡＡＧＴＴＡ

ＡＡＧＡＧＴＡＧＴＧＡＴＣＧＣＴＧＴＧＣＧＡＣ３′（划线处为 ＡｆｌⅡ

酶切位点），引物由大连ＴＡＫＡＲＡ生物公司合成。反应条件

为５０℃３０ｍｉｎ，９４℃３ｍｉｎ，９４℃３０ｓ，５５℃３０ｓ，７２℃

５ｍｉｎ，用１０ｇ／Ｌ琼脂糖凝胶电泳分离并回收ＰＣＲ扩增的目

的基因片段，胶回收ＰＣＲ产物与载体ｐｃＩＲＥＳ３ＣＤ质粒分别

用ＡｆｌⅡ及ｐｍｅⅠ双酶切，酶切产物按分子比３∶１进行连接反

应。以连接产物转化感受态大肠埃希菌并抽提质粒，以及双酶

切及测序鉴定。

２　结　　果

２．１　真核表达质粒ｐｃＩＲＥＳ的鉴定　真核表达质粒ｐｃＩＲＥＳ

经ＥｃｏＲⅤ和 ＥｃｏＲⅠ双酶切，获得５８５ｂｐ的ＩＲＥＳ片段及

５．８ｋｂ的线状质粒ｐｃＤＮＡ３．０，ｐｃＩＲＥＳ经ＰＣＲ扩增获得ＩＲＥＳ

片段（见图１）。质粒ｐｃＩＲＥＳ经测序和序列比对与ＧｅｎＢａｎｋ中

ＥＭＣＶ的ＩＲＥＳ序列完全一致。

　　 Ｍ１：ＤＮＡ 分 子 量 标 准 （ＤＬ１５０００），Ｍ２：ＤＮＡ 分 子 量 标 准

（ＤＬ２０００），１：ｐｃＩＲＥＳ利用ＥｃｏＲＩ和ＥｃｏＲＶ酶切结果，２：ｐｃＩＲＥＳ的

ＰＣＲ鉴定结果。

图１　ｐｃＩＲＥＳ重组载体的酶切鉴定

２．２　真核表达质粒ｐｃＩＲＥＳ３ＣＤ的鉴定　质粒ｐｃＩＲＥＳ３ＣＤ

经ＸｂａⅠ及ＮｏｔⅠ双酶切，获得１９３４ｂｐ的ＥＶ７１非结构蛋白

３ＣＤ片段及６．３ｋｂ的线状质粒ｐｃＩＲＥＳ（见图２），基因序列测

定结果经序列比对与ＧｅｎＢａｎｋ中ＥＶ７１ＳＨＥＮＺＨＥＮ０３株的

同源性达９４％。

２．３　真核表达质粒ｐｃＩＲＥＳＰ１３ＣＤ的鉴定　质粒ｐｃＩＲＥＳ

Ｐ１３ＣＤ经ＡｆｌⅡ及ｐｍｅⅠ双酶切，获得２５８５ｂｐ的ＥＶ７１结构

蛋白Ｐ１片段及线状质粒ｐｃＩＲＥＳ３ＣＤ（见图３），基因序列测定

结果经序列比对与ＧｅｎＢａｎｋ中ＥＶ７１ＳＨＥＮＺＨＥＮ９８株的同

源性达９２％，与ＳＨＥＮＺＨＥＮ０３株同源性达９５％。

　　Ｍ：ＤＮＡ分子量标准（ＤＬ１５０００），ｐｃＩＲＥＳ－３ＣＤ利用ＸｂａＩ和ＮｏｔＩ

酶切结果，２，ｐｃＩＲＥＳ－３ＣＤ的ＰＣＲ鉴定结果。

图２　ｐｃＩＲＥＳ３ＣＤ重组载体的酶切鉴定

　　Ｍ：ＤＮＡ分子量标准（ＤＬ１５０００），ｐｃＩＲＥＳ－Ｐ１－３ＣＤ利用ＡｆｌＩＩ和

ｐｍｅＩ酶切结果，２，ｐｃＩＲＥＳ－Ｐ１－３ＣＤ的ＰＣＲ鉴定结果。

图３　ｐｃＩＲＥＳＰ１３ＣＤ重组载体的酶切鉴定

３　讨　　论

由ＥＶ７１病毒感染引起的手足口病已成为重要的公共卫

生问题，其重症和死亡病例呈逐年增多的趋势。广东省是我国

手足口病的重灾区，手足口病形势较为严峻［７］，因此，进行疫苗

开发及相关研究具有重要意义。

类病毒颗粒（ＶＬＰｓ）是由病毒外壳蛋白所组成的不含遗传

物质的壳状结构，其结构与其他非全病原体抗原成分相比，更

接近天然构象，也能更有效地诱导机体产生免疫反应，是疫苗

制备中理想的靶抗原位点。ＶＬＰｓ疫苗相对于灭活疫苗和减

毒疫苗由于不含病毒核酸，比较安全可靠［８９］，同时其免疫原性

又强于亚单位疫苗。目前，乙型肝炎病毒和人乳头瘤病毒的

ＶＬＰｓ疫苗已经成功应用于临床
［１０１２］。目前，ＥＶ７１的 ＶＬＰｓ

疫苗尚处于初始研究阶段，２００８年我国台湾地区的ＣｈｕｎｇＹＣ

等［１３］利用杆状病毒表达系统在昆虫细胞ｓｆ９中表达和纯化

ＥＶ７１类病毒颗粒蛋白并免疫小鼠，其免疫保护效果相比基于

ＥＶ７１ＶＰ１蛋白的单位疫苗取得了较大提高。但是该系统也

存在以下缺点：（１）制备疫苗过程比较复杂，需要在体外利用昆

·７１９２·检验医学与临床２０１２年１２月第９卷第２３期　ＬａｂＭｅｄＣｌｉｎ，Ｄｅｃｅｍｂｅｒ２０１２，Ｖｏｌ．９，Ｎｏ．２３



虫细胞中表达和纯化类病毒颗粒蛋白，工艺较为繁琐，而且产

量较低，制备成本很高。（２）该类病毒颗粒蛋白是在昆虫细胞

中表达的，昆虫细胞内蛋白的加工修饰过程与哺乳动物细胞体

内不尽相同，这会使得该疫苗的使用效果在实际应用中可能会

引起问题。为了解决以上问题，本研究利用真核表达载体

ｐｃＤＮＡ３．０构建真核双顺反子表达载体，并将ＥＶ７１Ｐ１前体

蛋白基因和非结构蛋白３ＣＤ基因插入该载体中，制备基于

ＤＮＡ载体的ＥＶ７１ＶＬＰｓ疫苗。该疫苗可以直接注射机体，并

在ＣＭＶ启动子的作用下实现Ｐ１和３ＣＤ蛋白在机体内的共

表达，并进而自组装成ＶＬＰｓ诱导机体免疫反应。该疫苗可还

用大肠埃希菌大量扩增，这将使生产成本大幅降低，有望改进

目前ＥＶ７１疫苗面临的一些问题，为ＥＶ７１型手足口病的预防

打下基础。
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ｑｕｅｎｃｅｓ［Ｊ］．ＡｍＪＩｎｆｅｃｔＣｏｎｔｒｏｌ，２０１１，３９（８）：６４０６４６．

［１４］ＶａｎｄｉｊｃｋＤＭ，ＢｌｏｔＳＩ，ＬａｂｅａｕＳＯ．Ｒｅｄｕｃｔｉｏｎｏｆｃａｔｈｅｔｅｒ

ｒｅｌａｔｅｄｂｌｏｏｄｓｔｒｅａｍｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓｉｎｉｎｔｅｎｓｉｖｅｃａｒｅ：ｏｎｅｆｏｒ

ａｌｌ，ａｌｌｆｏｒｏｎｅ［Ｊ］．ＮｕｒｓＣｒｉｔＣａｒｅ，２００９，１４（５）：２７３．

［１５］夏志宽，杨蓉娅，王文岭，等．ＩＧＳ１、ＩＴＳ和Ｄ１／Ｄ２区在毛

孢子菌鉴定中的意义及国内阿萨希毛孢子菌基因分型研

究［Ｊ］．中华医学杂志，２００８，８８（４４）：３１４５．

［１６］ＲｏｄｒｉｇｕｅｚＴｕｄｅｌａＪＬ，ＤｉａｚＧｕｅｒｒａＴＭ，ＭｅｌｌａｄｏＥ，ｅｔａｌ．

ＳｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｐａｔｔｅｒｎｓａｎｄｍｏｌｅｃｕｌａｒｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＴｒｉ

ｃｈｏｓｐｏｒｏｎｓｐｅｃｉｅｓ［Ｊ］．Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂ ＡｇｅｎｔｓＣｈｅｍｏｔｈｅｒ，

２００５，４９（４０）：２６３４．

（收稿日期：２０１２０５１７）

·８１９２· 检验医学与临床２０１２年１２月第９卷第２３期　ＬａｂＭｅｄＣｌｉｎ，Ｄｅｃｅｍｂｅｒ２０１２，Ｖｏｌ．９，Ｎｏ．２３




